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11. Einleitung
Die Glukokortikoide haben vielfältige entzündungshemmende und
immunsuppressive Aktivitäten, die therapeutisch genutzt werden
(Tsurufuji, 1979; Cupps & Fauci, 1982; Dallman, 1989; Guyre & Munck,
1989; Haynes in Goodman Gilman, 1990). Dabei sind Wirkungen auf die
Synthese, die Speicherung und die Sekretion von Proteinen sowie auf das
Zellwachstum, die Zellteilung und die Apoptose bekannt (Boumpas et al,
1991).
Die Glukokortikoide entfalten ihre Wirkungen durch Bindung an den
spezifischen Glukokortikoid-Rezeptor (GR) im Zytoplasma der Zielzellen
(Bamberger, 1996). Der GR und damit das Wirkprinzip der
Steroidhormonrezeptoren wurde bereits 1968 von Jensen et al entdeckt
und von Evans, 1988 und Mangelsdorf, 1995 genauer identifiziert. Dieses
Konzept wird als klassisches Modell der Steroidhormonwirkung
bezeichnet (Abb.: 1-1).
Klassisches Modell:
Abb. 1-1: Klassisches Modell der Steroidhormon-Rezeptorwirkung
S, Steroide; R, Steroidrezeptor; SREs, steroid response
elements
R R
S
S
S
S S
P
P P
P
SRE
mRNA
target gene
inactive active
2Barnes zeigte 1997, daß der Glukokortikoid-Rezeptor mit mehreren
Proteinen u.a. mit dem 90 kDa heat-shock-Protein (hsp 90) einen Komplex
eingeht und dadurch aktiviert wird.
Die Bindungsstelle für das Glukokortikoid ist am C-terminalen Ende des
Moleküls. In der Mitte des Moleküls sind zwei fingerähnliche Strukturen,
die mit der DNA in Wechselwirkung stehen und mit Zinkmolekülen besetzt
sind. Diese werden als „Zinkfinger“ (Barnes, 1998) bezeichnet.
Der Glukokortikoid-Rezeptor-Komplex wird zum Kern transloziert. Im Kern
findet eine Bindung an die sogenannten Glucocorticoid-Response-
Elements (GRE) auf der DNA statt, die zu einer Modulation der Zielgene
führt (Gronemeyer, 1992). Die Regulation kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen (Beato et al, 1995). Dabei spielt die Interaktion des
Glukokortikoid-Rezeptor-Komplexes mit Transkriptionsfaktoren eine Rolle.
Es wird davon ausgegangen, daß pro Zelle zehn bis 100 Gene direkt
durch Glukokortikoide hochreguliert werden, aber auch eine mindestens
gleichgroße Anzahl indirekt über die Transkriptionsfaktoren beeinflußt
werden.
Wie der aktivierte GR die entsprechende GRE-Bindungsstelle auswählt,
ist noch nicht endgültig gesichert, jedoch scheint der inaktivierte GR an
einen Proteinkomplex gebunden zu sein, der die Funktion hat, nur den
aktivierten und damit mit Glukokortikoid besetzten GR ins Kerninnere
gelangen zu lassen. Die Bindung ändert also das Maß der Transkription,
woraus eine Induktion bzw. Repression der Zielgene resultiert.
Nicht jeder Effekt der Glukokortikoide kann auf die Interaktion zwischen
GR und GRE zurückgeführt werden, so z.B. die Expressionssteigerung
bzw. die Expressionshemmung von Entzündungsmediatoren (siehe
unten), da die GRE-Bindungsstelle an den meisten Promotor-Regionen
dieser Entzündungsgene fehlt (Meyer, 1997).
Ebenso denkbar ist, daß es eine direkte Wirkung zwischen GR und
aktiviertem Transkriptionsfaktor gibt, wie zum Beispiel mit dem nuclear-
factor-κB und activator-protein-1 (Barnes, 1997). Eine weitere Theorie des
Glukokortikoid-Wirkungsmechanismus ist die Reduktion der Stabilität der
3mRNA, indem vermehrt eine spezielle Ribonuklease transkribiert wird
(Bickel et al, 1992).
Die Glukokortikoide wirken in allen Phasen einer Entzündungs- oder
Immunreaktion und modulieren die Aktivitäten aller Zellen, die an diesen
Reaktionen beteiligt sind (Dallmann et al, 1989). Ein Teil der
entzündungshemmenden Wirkung der Glukokortikoide wird mit einer
verminderten Freisetzung der Arachidonsäure aus Membran-
phospholipiden erklärt, die durch eine Hemmung der Phospholipase-A2
bedingt ist (Blackwell et al, 1980; Cloix, 1983). Daraus folgt eine
verminderte Biosynthese von entzündungsfördernden Metaboliten der
Arachidonsäure, wie Prostaglandinen und Leukotrienen. Es ist
nachgewiesen, daß es unter Glukokortikoideinfluß zu einer
Expressionssteigerung bzw. zu einer Expressionshemmung von
Entzündungsmediatoren wie Zytokinen, Enzymen, Rezeptoren und
Adhäsionsmolekülen kommt
(Tab.: 1-1).
Glukokortikoideffekte auf Mediatoren:
Herunterregulation von
Genen
Hochregulation von
Genen
Cytokine: IL1-6, IL11-13,TNF-a,
IFN-c, GM-CSF;
Chemokine: IL8, MCP1-4 etc.
Elastase, Zyklooxygenase,
Kollagenase, Plasminogenaktivator,
iNOS, Endothelin1;
NK1/NK2-Rezeptoren;
Adhäsionsmoleküle: ICAM-1, E-
selektin
Plasminogenaktivator-Hemmer;
Vasokortin, Annexin-1;
Neutrale Endopeptidase;
Rezeptoren für Hormone und
Zytokine;
IL1-Rezeptor-Antagonist;
β2-Adrenozeptor
Tab. 1-1: Glukokortikoideffekte bei der Entzündungshemmung auf die
Gentranskription
4Als wichtigste Zellen für die immunologischen Effekte von
Glukokortikoiden sind sowohl Lymphozyten als auch Zellen der
myeloischen Reihe also Monozyten/Makrophagen bekannt (Goulding &
Guyre, 1993). So zeigten Gillis et al, 1979; Guyre et al, 1988 und Lotta-
Larsson, 1980, daß die Lymphozytenproliferation und die Produktion von
Zytokinen durch Glukokortikoide gehemmt wird.
Wie die meisten Zellen tragen auch Makrophagen Glukokortikoid-
Rezeptoren (Werb et al, 1978). Die Glukokortikoide beeinflussen eine
Vielzahl von Makrophagenfunktionen (Emilie et al, 1986), wie das
Migrationsverhalten von peripheren Monozyten und die
Proliferationshemmung ihrer Vorläuferzellen im Knochenmark (Van der
Meer et al, 1986). Zudem können die Glukokortikoide die antimikrobielle
Aktivität der Makrophagen hemmen (Schaffner, 1985). Darüberhinaus
hemmen die Glukokortikoide in den Makrophagen die Freisetzung
bestimmter Mediatoren sowie einiger Enzyme (Tab.: 1-1).
Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, daß es durch den Einfluß
von Glukokortikoiden zu einer Differenzierung von Makrophagen kommt,
deren Bezeichnung Subtyp RM 3/1 ist (Zwadlo et al, 1987 und Zwadlo-
Klarwasser et al, 1990). Dieser Subtyp ist assoziiert mit der Verminderung
der Entzündungsreaktion. In diesen Zellen induziert das Glukokortikoid die
Sekretion eines neuen antiinflammatorischen Proteins. So konnte in den
Überständen dieser Zellen eine entzündungshemmende Aktivität
gefunden werden, die vor allem in der frühen Phase der experimentellen
Entzündung wirkt. Dieser Effekt konnte im Mäusepfoten-Ödem-Test, der
mit 5-HT ausgelöst wurde, detektiert werden (Hamann et al, 1995).
Nach biochemischen Reinigungsgängen konnte ein Protein mit dem
Molekulargewicht von 78 kDa und einem Isoelektrischer Punkt von 7,9
festgestellt werden. Desweiteren zeigte sich Hitzelabilität und Sensitivität
gegenüber Trypsin und Proteinase K (Hamann et al, 1995).
Daraus konnte geschlossen werden, daß es sich um ein Protein handelt.
Es wurde als GIAMP, Glukokortikoid-induzierbares-antientzündliches-
Protein, bezeichnet.
5Kontrovers diskutiert wird die Expressionssteigerung von anderen
entzündungshemmenden Proteinen durch Glukokortikoide, die erstmals
durch Flower 1979 beschrieben wurde. Diese Proteine wurden unter dem
Namen Lipocortin-1/Annexin-1 oder Makrocortine bekannt (Flower &
Blackwell, 1979; Crumpton & Dedman, 1990).
Zunächst wurden diese Proteine als ausschließliche Phospholipase-A2-
Hemmer angesehen (Di Rosa, 1984). Im Laufe der Zeit wurden weitere
entzündungshemmende Proteine wie Antiflammin-1 und -2, Uteroglobin
sowie Vasocortin und Vasoregulin beschrieben (Lloret & Moreno, 1994;
Raynal & Pollard, 1993; Di Rosa, 1993; Moreno, 1997; Oyanagui et al,
1985).
Das Vasocortin, ein 100 kDa Protein (Carnuccio, 1987), hat seinen Namen
der Eigenschaft zu verdanken, daß es die vaskuläre Permeabilität reguliert
und durch Glukokortikoide stimulierbar ist (Sautebin et al, 1992). Es zeigt
im Vergleich zu Annexin-1 keine Korrelation mit der Hemmung von
Phospholipase-A2, außerdem ist unter Thermoeinfluß eine schnellere
Wirkungsabnahme zu beobachten (Abb.: 1-2).
An der Ratte konnte gezeigt werden, daß Vasocortin die Freisetzung von
Histamin hemmt, welche aus Peritonealzellen erfolgt, die mit Dextran
stimuliert wurden (Carnuccio, 1989). Einige vorläufige Ergebnisse weisen
darauf hin, daß die Verringerung der Histaminfreisetzung möglicherweise
von der Fähigkeit des Vasocortins abhängt, den Kalziumeinstrom zu
verhindern (Ialenti, 1990).
6Glukokortikoidwirkung auf Annexin-1/Vasocortin:
Glukokortikoide
↓
Zielzellen
↓
Effektorproteinsynthese
↓ ↓
Annexin-1 Vasocortin
↓ ↓
Hemmung der
Phospholipase-A2
Hemmung des
Kalziumeinstroms
↓ ↓
Hemmung der
Eikosanoidfreisetzung
Hemmung der
Histaminfreisetzung
↓ ↓
Entzündungshemmender Effekt
Abb. 1-2: Glukokortikoidinduktion von Effektorproteinen bei der
Entzündungshemmung
Besonders gründlich wurde das entzündungshemmende Protein Annexin-
1 untersucht. So hat Flower 1985 zum ersten Mal die Induktion von
Annexin-1 durch Glukokortikoide postuliert (Flower,1988). Hierbei handelt
es sich um ein 37 kDa Protein, welches die Freisetzung von
Arachidonsäure reguliert. Es wurde von Wallner et al, 1986 kloniert und
sequenziert.
Annexin-1 ist aus vier sich wiederholenden Domänen mit je 70
Aminosäuren aufgebaut und enthält eine Kalziumbindungsstelle. Damit
wird das Annexin-1 in die Gruppe der kalzium- und phospholipidbindenden
7Proteine eingeordnet. Zur Zeit sind wenigstens 13 Mitglieder dieser
Familie beschrieben, jedes enthält eine signifikant hohe Homologie zu der
Vieruntereinheiten-Kernregion (Raynal & Pollard, 1993). Die Unterschiede
der Moleküle innerhalb der Familie sind auf ihre einzigartigen amino-
terminalen Domänen zurückzuführen. Es wird beschrieben, daß die
Interaktion zwischen dem Aminoende und der Kernregion zu den
unterschiedlichen Funktionen führen, die diese Moleküle besitzen
(Browning et al, 1990).
Das Annexin-1 weist sowohl in vitro als auch in vivo
entzündungshemmende Eigenschaften auf (Cirino et al, 1987; Cirino et al,
1989), wozu die Hemmung der Eikosanoidfreisetzung gehört. Somit
könnte diese auch von Glukokortikoiden bekannte Eigenschaft durch
Annexin-1 vermittelt sein (Flower, 1988).
Ein Modell, das die möglichen Zusammenhänge des Annexin-1-
Wirkungsmechanismus darstellt, wurde von Goulding & Guyre, 1993
beschrieben (Abb.: 1-3).
8Mögliche Annexin-1-Wirkung bei der Entzündungsreaktion:
Akute Infektion oder Verletzung
↓
Endogene
Kortisolzunahme
↓
Annexin-1-
Produktion ↑
↓
→
↓
Makrophagen-
aktivierung
↓
Entzündungsreaktion:
1. Mononukleäre Zell-
funktionen werden
herunterreguliert
2. Freisetzung von
entzündungsfördernden
Mediatoren (IL1,IL6, etc.)
↑
Mononukleäre
Zellen:
Annexin-1-
Rezeptoren sind
besetzt
↑
Mononukleäre
Zellen:
Annexin-1-
Rezeptoren sind
nicht besetzt
Abb. 1-3: Modell des Einflusses von Annexin-1 auf die akute
Entzündung
9Weitere Wirkungen des Annexin-1-Proteins sind die Beeinflussung der
Immunantwort von immunkompetenten Zellen, die Steuerung von
Kalzium-Kanal-Aktivitäten (Pollard et al, 1992), die Beteiligung bei
Signaltransduktionswegen als Substrat für den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor Tyrosin-Kinase (Pepinsky, 1991), sowie die
Beeinflussung der Phagozytose und der Zellaggregation (Francis et al,
1992; Borregaard et al, 1992).
Es existieren eine Vielzahl von Berichten über das Vorkommen von
Annexin-1 in Zellen verschiedener Tierspezies (Blackwell et al, 1982;
Fuller & Varity, 1989; Solito et al, 1990) und humanen Zellen (Ambrose &
Hunninghake, 1990; Goulding et al, 1990; Violette, 1990), allerdings mit
sich widersprechenden Ergebnissen.
Die unterschiedlichen Ergebnisse beziehen sich vor allem auf die
Expression und die zelluläre Verteilung von Annexin-1 (Fava et al, 1989).
So wird berichtet, daß Annexin-1 oder andere Mitglieder der
Annexinfamilie durch Glukokortikoide in Monozyten und differenzierten
Makrophagen-Zelllinien induzierbar ist bzw. sind.
Jedoch liegen auch Daten vor, denen zufolge eine Glukokortikoidinduktion
von Annexin-1 in bestimmten Zelllinien nicht möglich ist (Piltch et al, 1989;
Gebicke-Haerter et al, 1991).
Weiterhin wird davon berichtet, daß die Zelldifferenzierung bei der
Annexin-1-Expression eine Rolle spielt (Horlick et al, 1991; Violette et al,
1990).
Es gibt eine neue und schnelle Methode, differentielle exprimierte Gene zu
identifizieren: die DDRT-PCR-Technik (Differential-Display-Reverse
Transkriptase-Polymerase-Chain-Reaction) (Bauer, 1993; Wang, 1996;
Pietzsch, 1997).
Das DDRT ist eine Methode, die alle von einer Zelle exprimierten mRNA-
Moleküle detektiert und somit eine qualitative und quantitative Analyse
zuläßt. Das Prinzip basiert auf den Annahmen (Liang & Pardee, 1992),
daß jede Zelle ungefähr 15.000 Gene exprimiert und daß jedes einzelne
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mRNA-Molekül revers transkribiert wird und mit der PCR amplifiziert
werden kann.
Aufgrund statistischer Berechnungen wählte Liang zwölf primäre Primer
(3´) für die reverse Transkription, die dann mit 26 sekundären Primern für
die PCR kombiniert wurden.
Durch die Wahl der Primerkombination wurde zusätzlich erreicht, daß von
jedem Gen ein PCR-Stück mit einer Länge zwischen ungefähr 100 und
800 Basenpaaren erhalten wurde. So ist es möglich, die Produkte eines
PCR-Ansatzes auf ein Sequenzierungsgel aufzutragen und zur Detektion
mit Silbernitrat zu färben.
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Aufgabenstellung
Obwohl in den letzten Jahren große Fortschritte in der Kenntnis der
molekularen Grundlagen der entzündungshemmenden und
immunsupressiven Eigenschaften von Glukokortikoiden erzielt worden
sind, bleiben wichtige Fragen offen.
So kann zur Zeit immer noch nicht eindeutig belegt werden, ob die durch
Glukokortikoide bewirkte Entzündungshemmung über die Induktion
sogenannter second messenger Proteine, vor allem dem Annexin-1,
vermittelt wird. Ferner ist bisher nur ein Bruchteil der Gene bekannt, die
spezifisch durch Glukokortikoide angeschaltet werden. Eines dieser Gene
kodiert für das RM 3/1-Antigen (CD 163), einen Makrophagen-
spezifischen Scavenger Rezeptor. Makrophagen, die dieses Antigen
exprimieren, treten in Entzündungen assoziiert mit der Heilungsphase auf
und sezernieren Proteine, die experimentelle Entzündungen hemmen und
nach biochemischen Analysen verschieden sind von den bisher
beschriebenen entzündungshemmenden Stoffen wie IL-10 oder auch
Annexin-1.
Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es zu prüfen, ob Glukokortikoide
die Expression von Annexin-1 in Makrophagen induzieren. Dabei sollen
die Stimulierung der Expression des RM 3/1-Antigens auf Proteinebene
und die mRNA-Expression von Methallothionein-2 auf Genebene als
Referenzen der Glukokortikoidwirkungen dienen.
Darüberhinaus ist Ziel der Arbeit zu untersuchen, ob mit Hilfe
molekularbiologischer Techniken (DDRT-PCR) weitere Gene identifiziert
werden können, die durch Glukokortikoide angeschaltet werden und
möglicherweise für die entzündungshemmenden Proteine aus RM 3/1-
Makrophagen kodieren.
12
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Geräte
Begasungsbrutschrank B 5060 EK/C02 (Heraeus Sepatech, Osterode)
Cyclone Thermocycler (Quatro Biosystems, England)
Cytozentrifuge Cytospin 2 (Shandon, England)
FACSscan Analyzer (Becton Dickinson, USA)
Feinwaage MC1 (Sartorius, Göttingen)
Flüssigkeitsszintillationssystem LS 6000 SC (Beckmann, USA)
Gelkammer, Mini Sub (Bio Rad, USA)
Heizblock, Driblock DB-2A (Techne, England)
Hybridisierungsofen (Bachofer, Reutlingen)
Hybridisierungsofen APT-Line (Biometra, Göttingen)
Kontaminationsmonitor, LB 1210 B (Berthold, Wildbach)
Mikroskop (Leitz, Wetzlar)
Multiphor 2 (Pharmacia Biotech, Freiburg)
Präzisions-Dickenmeßgerät (Mitutoyo, Japan).
Profi Cool UKT 300-1 (National Lab, Mölln)
Spannungsquelle EPS 3500 (Pharmacia Biotech, Freiburg)
Spectrophotometer Ultraspec 3 (Pharmacia Biotech, Freiburg)
Standzentrifuge J2-21 (Beckmann, USA)
Sterilarbeitsbank Tecnoflow 2F120-2 65
(Integra Biosciences, Dänemark)
Thermal Cycling Systems, Touch Down (Hybaid Limited, England)
Tischzentrifuge Biofuge 13 (Heraeus Sepatech, Osterode)
Tischzentrifuge 6K10 (Sigma, Osterode)
Tischzentrifuge 4K10 (Sigma, Osterode)
Transiluminator, Fluo-Link TFL 20 (Biometra, Göttingen)
Vacuum Blotter 785 (Bio Rad, USA)
Vacuumpumpe und Regulator 260 BR (Bio Rad, USA)
Waage P 1210 (Mettler, Schweiz)
Wasserpumpe, Miniplus 2 (Gilson, Frankreich)
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2.1.2 Zellkulturartikel
Teflonfolie, Fluoropolymerfilm (Heraeus Sepatech, Osterode)
2.1.3 Chemikalien
2.1.3.1 Zellkulturmedien
Alle nicht anders bezeichneten Chemikalien wurden von der Firma Gibco
BRL, Eggenstein, bezogen.
Iscove´s MOD. DMEM + Glutamax 1
Penicillin/Streptomycin, 10000 IU/ml
Transferrin
Sojalipid
BSA, Albumin Bovine Fraktion 5 (Sigma, Osterode)
Aprotinin, Trasylol  100000 KIE (Bayer, Leverkusen)
RPMI 1640 10-fach Medium (Biochrom KG, Berlin)
2.1.3.2 DDRT-Chemikalien
DNA Long Run Puffer (ETC, Kirchentellinsfurt)
Gel Puffer (ETC, Kirchentellinsfurt)
Glycine kristaline (Merck, Darmstadt)
Natriumcarbonat, wasserfrei (Merck, Darmstadt)
Natriumthiosulfat-Pentahydrat (Merck, Darmstadt)
Titriplex 3 (Merck, Darmstadt)
Silbernitrat (Merck, Darmstadt)
100% Essigsäure (Merck, Darmstadt)
Formaldehyd min. 37% z.A. (Merck, Darmstadt)
Glycerin, wasserfrei (Merck, Darmstadt)
Kerosene pure (Boeringer, Heidelberg)
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10 mM dNTP-Mix (Gipco BRL, Eggenstein)
Primer Kit, Gene Ex Screen Primer, Nr. 100-300 (Biometra, Göttingen)
Reverse Transkriptase M-MLV (Gipco BRL, Eggenstein)
2.1.3.3 Antikörper
Alle Antikörper wurden von der Firma Dianova, Hamburg, bezogen.
Peroxidase-conjugated Affini Pure F(ab`)2 Fragment Goat-Anti-Mouse
IgG (H+L)
Peroxidase-conjugated Streptavidine
Biotin-SP-conjugated Affini Pure F(ab`)2 Fragment Goat-Anti Mouse
IgG (H+L)
Fluorescein (FITC)- Affini Pure Goat-Anti-Mouse IgG F(ab`)2 Fragment
Anti-Annexin-1-mAk
RM 3/1-Ak
2.1.3.4 Radiochemikalien
[γ32P] ATP, 5.000 Ci/mmol (Amersham Buchler, Braunschweig)
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2.1.3.5 sonstige Chemikalien
DEPC-Wasser, Diethylpyrocarbonate (Fluka Chemie, Neu Ulm)
Ficoll-Paque® (Pharmacia Biotech, Freiburg)
Percoll (Pharmacia Biotech, Freiburg)
MEM-Spinner (Biochrom KG, Berlin)
Türks-Lösung (Merck, Darmstadt)
Prednyliden (Merck, Darmstadt)
RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Eggenstein)
RNeasy Midi Kit (QIAGEN, Eggenstein)
QIAqick Nucleotide Removal Kit (QIAGEN, Eggenstein)
SEA KEM Agarose (FMC, USA)
Szintillations Cocktail, Ready Protein (Beckmann, USA)
Aqua ad iniectabilia Ph. Eur. (Delta Pharma, Pfullingen)
Spermidine (Sigma, Osterode)
2 Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)
Ethidium bromide solution (Pharmacia Biotech, Freiburg)
Kaisers Glyceringelatine (Merck, Darmstadt)
Mayers Hämalaunlösung (Merck, Darmstadt)
30% Wasserstoffperoxid (Merck, Darmstadt)
3,3´-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (Sigma, Osterode)
N,N-Dimethylformamide (Sigma, Osterode)
Amino-Ethyl-Carbazole (Merck, Darmstadt)
Tween 20 (Sigma, Osterode)
Polynukleotidkinase T4 (Pharmacia Biotech, Freiburg)
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2.1.3.6 Medien und Puffer
RPMI-Medium: 50 ml 10-fach Medium
13,4 ml 7,5% NaHC03
2 ml Hepes Puffer
2,5 ml Penicillin/Streptomycin
ad. 500 ml Aqua iniectabilia.
Spinner komplett: 500 ml Spinner
5 ml 200 mM L-Glutamin
Percoll-Gradient: 56% isotonischer Percoll
44% Spinner komplett
Humanes Serum: Es wurde Frischblut von vier bis fünf Einzelspendern
abgenommen, dieses dann über Nacht bei 4°C
aufbewahrt, so daß sich die zellulären Bestandteile
zum größten Teil abgelagert haben.
Der zellfreie Überstand wurde dann zentrifugiert und
abpipettiert (1872 g, 5°C, 15 min), um restliche
zelluläre Anteile zu separieren. Die Inaktivierung
erfolgte über 1 Std. bei 60°C.
DEPC-Wasser: Bidest + 0,1% Diethylpyrocarbonate,das bei 37°C
12 Std. inkubiert, dann autoklaviert wurde.
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10-fach PBS: 4,9 g KH2PO4
21 g Na2HPO4
81 g NaCl
ad. 1 l Bidest
10-fach MOPS: 41,9 g MOPS (200 mM)
4,1 g Natriumacetat (50 mM)
3,7 g EDTA-Puffer (10 mM)
ad. 1 l Bidest und mit 1 M HCl auf ph 7,5 eingestellt
20-fach SSC: 175 g NaCl (3 M)
88 g Natriumcitrat-2 H2O (0,3 M)
ad. 1 l Bidest und mit 1M HCl auf ph 7,0 eingestellt
Acetatpuffer: 0,1 M, pH 4,9
Prähybridisierungs-
lösung:
100 mM Natriumphosphatpuffer ph 6,5
10-fach SSC
2,5 mg/ml Einzelstrang DNA
0,04% Denhardts
2% Glycine und 1 : 2 mit Formamid versetzt
Hybridisierungslösung: 40 mM Natriumphosphatpuffer ph 6,5
10-fach SSC
2,5 mg/ml Einzelstrang DNA
0,04% Denhardts
20% Dextransufat
1 : 2 mit Formamid versetzt
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Substrat-AEC-
Stammlösung:
2g 3-Amino-9-Ethyl-Carbazole (AEC)
auf 500 ml N,N-Dimethylformamid
Loading Puffer: 337,5 µl Formamid
75 µl 10-fach MOPS
75 µl RNA-DYE
120 µl Formaldehyd
9 µl Ethidiumbromid
RNA-DYE: 720 µl Formamid
160 µl 10-fach MOPS
260 µl Formaldehyd
200 µl DEPC-Wasser
80 µl 100% Glycerol
80 µl 1% Bromphenolblau
Fixierlösung 45 ml EtOH
der DDRT-Gele: 15 ml 100% Essigsäure
240 ml Bidest
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2.1.4 Materialien
2.1.4.1 DDRT-Materialien
Clean Gel Long 10 (ETC, Kirchentellinsfurt)
Elektrode Strip 1 Long Gel (ETC, Kirchentellinsfurt)
Drying Cardboards (ETC, Kirchentellinsfurt)
Gel- und Paperpool (ETC, Kirchentellinsfurt)
2.1.4.2 Sonstige Materialien
Whatman-Papier
Beckmann-Röhrchen
50 ml-Röhrchen
autoklavierte und RNAse-freie Pipettenspitzen
autoklavierte und RNAse-freie Gefäße
Säulen zur Ankonzentration, microcon 10 (Amicon, Witten)
Säulen zur Ankonzentration, centricon-10 (Amicon, Witten)
Kodak Scientific Imuging Film, X-OMA+AR
Filmkassette Dr. Goos, Suprema
Verstärkerfolie Cronex 3 (Dupont, Frankreich)
Nitrozellulosemembran 0,45 µm (Schleicher & Schuell, Dassel)
Hybridisierungsgefäße
NGS
Glasküvetten
feuchte Kammer
Faltenfilter (Schleicher & Schuell, Dassel)
Mikrotiterplatte (Nunc, Dänemark)
DEAE-Sephacel-Säule (Pharmacia Biotech, Freiburg)
Instant Camera TA 40, Brennweite 105 mm (Ormat, Italien)
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellisolierung von Monozyten aus „buffy coats”
Es wurden „buffy coats” aus dem Institut für Transfusionsmedizin des
Universitätsklinikums Aachen verwendet.
Die Isolierung von mononukleären Zellen erfolgte über einen Ficoll-Paque-
Gradienten (Böyum, 1968). Ein „buffy coat” wurde auf zwei
Ficollgradienten (je 20 ml) verteilt und mit 532g bei 20°C 40 min.
zentrifugiert.
Die Interphase (Lymphozyten und Monozyten) wurde abpipettiert und
dreimal mit Spinner gewaschen (299g, 5°C, 10 min.), um den Ficoll und
noch vorhandene Thrombozyten zu entfernen.
Um Monozyten von Lymphozyten zu trennen, wurde die Zellsuspension
auf einen kontinuierlichen Percoll-Gradienten gegeben (Feige, 1982).
Dieser wurde durch Zentrifugation bei 12.000g, 20°C, 10 min. hergestellt.
Die obere Monozytenbande konnte abpipettiert und gewaschen werden.
Mit der Vitalitätsfärbung (Trypanblau) wurde die Zellzahl (300 bis 370 Mio.
Zellen pro „buffy coat”) und der Anteil der lebenden Zellen (> 95%)
bestimmt.
Die Reinheit der Monozytenpopulationen wurde an Cytospinpräparaten
durch eine Mayer-Hämalaun-Färbung überprüft (Schmalzl & Braunsteiner,
1968). Sie betrug immer über 80%.
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2.2.2 Zellkultivierung
Die Zellen wurden in hydrophoben Teflonsäckchen in einer Dichte von 2 x
106/ml in folgenden Medien kultiviert.
serumfrei: 0,5 ml ISCOVES-Medium /1 Mio. Zellen
10 µl/ml BSA
11 µl/ml Transferrin
25 µl/ml Sojalipid
6 µl/ml Aprotinin
2,5 µl/500ml Penicillin/Streptomycin
serumhaltig: 0,5 ml RPMI-Medium/1 Mio. Zellen
10% Humanes Serum
1% L-Glutamin
2,5 µl/500ml Penicillin/Streptomycin
Als Stimulans wurde das Glukokortikoid Prednyliden in einer
Konzentration von 10-7 M eingesetzt.
2.2.3 Zellerntung
Zu definierten Zeitpunkten (siehe Ergebnisse) wurde die Zellsuspension
aus dem Begasungsbrutschrank entnommen und die Teflonsäckchen
30 min. auf Eis gelegt.
Dann wurde 3 x mit PBS gewaschen (299g, 5°C, 10 min.).
Aliquots der Zellen wurden entweder zur Anfertigung von
Cytospinpräparaten und der Fluoreszensmarkierung entnommen, oder in
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt.
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2.2.4 Northern-Blot
Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit nach Anleitung des
Herstellers isoliert.
2.2.4.1 RNA-Agarose-Gelelektrophorese
1g Agarose wurde mit 95 ml DEPC-Wasser versetzt und ca. 10 min.
gekocht, daraufhin erfolgte eine Abkühlung auf 60°C und es wurden 10 ml
10-fach MOPS und 1,8 ml Formaldehyd zugegeben.
Nach Einsetzen des Kammes wurde das Gel gegossen und 40 min. bei
Raumtemperatur abgekühlt.
Proben mit 15 µg RNA wurden mit 15 bis 30 µl Loading Puffer versetzt
und für 15 min. in einem Heizblock inkubiert.
Die Elektrophorese wurde bei 4°C, 130 V und 79 mA ca. 1 Std. in
1-fach MOPS-Puffer durchgeführt.
2.2.4.2 Blotten auf Nitrozellulosemembran
Zur Vorbereitung wurde die Nitrozellulosemembran und das Gel 20 min. in
DEPC-Wasser und 10 min. in 20-fach SSC gelegt, sowie das Whatman-
Papier kurz in 20-fach SSC getaucht.
Der RNA-Transfer wurde für drei Std. unter Vakuum durchgeführt.
Anschließend konnte die Membran 10 min. in 2-fach SSC gewaschen,
30 min. luftgetrocknet und dann zwei Std. bei 80°C auf Whatman-Papier
gebacken werden.
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2.2.4.3 Hybridisierung mit radioaktiver Sonde
Basierend auf den bekannten Sequenzen von Wallner, 1986 für Annexin-1
und Methallothionein-2 wurden Oligonukleotide mit 40 Basen und einem
GC-Anteil von 50% bei der Firma MWG, in Auftrag gegeben.
1. Markierung des Oligonukleotides:
Die Markierung erfolgte nach der Anleitung „Labeling of synthetic
oligonucleotides by phosphorylation with bacteriophage T4 polynucleotide
kinase” (Sambrook, 1989) mit folgendem Bakteriophage-T4-Polynukleotid-
Kinase-Puffer:
500 µl TrisCl, pH 7,6 ? 500mM
100 µl MgCl2 ? 100mM
250 µl aus 15,4mg Dithiothreitol in
500 µl Bidest
? 50mM
6,66 µl EDTH, pH 8,0 ?1mM
15 µl Spermidine HCl ?1mM
128,3 µl autoklaviertes Bidest
Reaktionsansatz:
1 µl Oligonukleotide (10 pmol/µl)
2 µl Kinase Puffer
5 µl [γ-32P] ATP (sp. act. 5.000 Ci/mmol;
10 mCi/ml in Wasser
11 µl autoklaviertes Bidest
1,4 µl Polynukeotidkinase T4
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Nach der Zentrifugation des Reaktionsansatzes wurde 45 min. bei 37°C
inkubiert. Daraufhin kam der Ansatz 10 min. bei 68°C in das Wasserbad,
um die Polynukleotidkinase zu inaktivieren.
Der jetzt folgende Waschgang wurde mit dem QIAquick Nucleotide
Removal Kit (QIAGEN) durchgeführt.
Nach dem Waschgang wurde 1 µl der jetzt radioaktiven Oligosuspension
auf ein Whatman-Papierstück pipettiert, dieses in ein Szintillationsgefäß
mit zwei Hüben Szintillationslösung gegeben und mit dem
Szintillationssystem gemessen. Die so gemessenen cpm wurden mit fünf
multipliziert, so daß die Prähybridisierungs- und Hybridisierungslösung
berechnet werden konnten.
Hierfür gilt 5 x 106 cpm/ml Lösung.
Reaktionsansatz: 50% Prä- bzw. Hybridisierungslösung
50% Formamid
2. Prähybridisierung:
Zuerst wurde die geblottete Nitrozellulosemembran in 2-fach SSC
geschwenkt, dann in das Prähybridisierungsgefäß mit der Oberfläche
nach innen gelegt und im Anschluß daran die entsprechende Menge der
auf 42°C erwärmten Prähybridisierungslösung zugegeben. Der Ansatz
wurde nun bei 42°C mindestens sechs Std. im Hybridisierungsofen
inkubiert.
3. Hybridisierung:
Die Prähybridisierungslösung wurde abgegossen und 9 ml der 42°C
warmen Hybridisierungslösung zugegeben. Zuletzt kam das markierte
Oligonukleotid in das Hybridisierungsgefäß.
Dann folgte wieder ein Inkubationsschritt bei 42°C, 24 Std.
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4. Waschen der Nitrozellulosemembran:
Die Hybridisierungslösung wurde abpipettiert und die Membran in 4-fach
SSC bei Zimmertemperatur gewaschen. Nach ca. 20 min. erfolgte die
Messung mit einem Kontaminationsmonitor, der Impulse pro Sekunde
mißt. Dabei mußte abgeschätzt werden, ob die Radioaktivität nachläßt.
Variiert wurde mit der Anzahl der Waschungen (jeweils frische
Waschlösungen) und mit der Temperatur, beginnend bei
Zimmertemperatur bis max. 40°C. Erschien die noch vorhandene Menge
an Radioaktivität zu hoch, so konnte mit 2-fach SSC gewaschen werden,
wieder bei Zimmertemperatur beginnend.
5. Belichtung und Entwicklung des Filmes:
Die Membran wurde in feuchtem Zustand in Frischhaltefolie gewickelt und
mit Verstärkerfolie und Film in die Belichtungskassette geklebt.
Nach 15 bis 48 Std. wurde der Film entwickelt.
2.2.5 Immunzytologie
2.2.5.1 Cytospinherstellung
Es wurden Cytospinpräparate von Zellsuspensionen aus der stimulierten
und der nichtstimulierten Probe hergestellt.
Für jedes Cytospin wurden 125.000 Zellen verwendet.
Die Cytospinpräparate wurden 5 min. bei 700 U/min. zentrifugiert und ca.
12 Std. luftgetrocknet. Die Fixierung erfolgte nach 10 min. in Aceton. Die
Präparate wurden sofort verarbeitet oder bei -20°C aufbewahrt.
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2.2.5.2 Cytospinfärbung
Die Cytospinpräparate wurden in PBS rehydriert und wie folgt
weiterbehandelt.
1. Hemmung der endogenen Peroxidase:
Mit 0,05M NaN3 und 0,075% H2O2, 10 min. Inkubation mit
anschließendem Waschgang.
2. Blockade von unspezifischen Bindungen:
Mit 10% NGS/PBS, 30 min. Inkubation in der feuchten Kammer.
3. Auftrag von monoklonalem Antikörper:
Es wurden 0,5 µg mAk Anti-Annexin-1 pro Cytospin entsprechend mit 10%
NGS/PBS verdünnt.
Als Kontrolle für die erfolgte Glukokortikoidinduktion wurde der
monoklonale Antikörper Anti-RM 3/1 in der Verdünnung 1:25
(10% NGS/PBS) verwendet.
Inkubation 45 min. in der feuchten Kammer mit drei Waschgängen.
4. Auftrag des sekundären Antikörpers:
Ziege-Anti-Maus-Peroxydase 1:100 (10% NGS/PBS), 30 min. Inkubation
in der feuchten Kammer und drei Waschgänge.
5. Auftrag von Streptavidin:
Streptavidin-Peroxydase 1:150 (10% NGS/PBS) und wie unter 4.
6. Der Substratansatz bestand aus:
0,05% AEC-Substratansatz in Acetatpuffer (ph 4,5) und 0,03% H2O2.
Es folgte eine Inkubation von 10 min. bei 37°C in der Reaktionsküvette.
Dann wurde 3 x 2 min. in PBS gespült und anschließend mit 200 ml
Mayers Hämalaun 4 min. gegengefärbt. Das Bläuen erfolgte mit
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3 x 200 ml Leitungswasser jeweils ca. 10 min., wobei die Farbe von violett
nach blau umschlug.
Die getrockneten Cytozentrifugate wurden mit Kaysers Glyceringelatine
betropft und mit einem Deckgläschen abgedeckt.
2.2.6 Fluoreszensmarkierung
Zum Nachweis von Antigenen auf der Zelloberfläche wurden lebende
mononukleäre Zellen verwendet. Die Zellsuspensionen wurden auf eine
Dichte von 1 x 106 /ml eingestellt und in PBS/BSA aufgenommen.
1. Die Zellen wurden mit 200 µl 1% BSA/PBS versetzt und 10 min. auf
Eis inkubiert, dann abzentrifugiert (299g, 5°C, 10 min.).
2. Jeder Ansatz wurde mit 100 µl mAk, Anti-Annexin-1 (1:20 mit 0,1%
BSA/PBS) bzw. RM 3/1 versetzt und 45 min. auf Eis inkubiert, dann
abzentrifugiert und 3 x mit 0,1% BSA/PBS gewaschen.
3. Pro Ansatz wurden 100 µl Goat-Anti-Mouse-FITC (1:25 mit 0,1%
BSA/PBS) in die Epp.-Cups gegeben, um 45 min. auf Eis inkubiert
zu werden, danach Zentrifugation und Waschgang mit 2 x 0,1%
BSA/PBS und einmal 1-fach PBS.
4. Zur Fixierung wurden jeweils 100 µl 1% Formalin (1:35 mit PBS)
zugegeben, sofort suspendiert und bei 4°C im Dunkeln bis zur
Messung aufbewahrt.
Die Messung am FACSscan Analyzer erfolgte im Anschluß an die
Markierung nach Anleitung des Gerätes. Es wurden jeweils 10.000 Zellen
gemessen, wobei die für die FITC Markierung benötigten
Standardparameter verwendet wurden (250 mV, 488nm, logarhythmischer
Verstärker). Bei den mononukleären Zellen wurden die Monozyten nach
der Lichtstreuungsanalyse selektiert. Die Anzahl antikörperpositiver Zellen
wurde im Vergleich mit der Isotyp-Kontrolle und dem Software-Programm
der Firma Becton Dickinson, USA berechnet.
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Die spezifische Fluoreszenzintensität als Maß für die Antigendichte/Zelle
wurde als die mittlere Kanalnummer des Antikörpers minus der mittleren
Kanalnummer der Kontrolle ausgedrückt.
2.2.7 Proteinüberstand
Zur Prüfung, ob die Zellen Annexin-1-Protein sezernieren, wurden
Monozyten mit oder ohne Glukokortikoid in serumfreiem Medium für zwei
Tage kultiviert und die Kulturüberstände im Dot-Blot-Test untersucht.
2.2.7.1 Herstellung des Proteinüberstandes
Die Zellkulturüberstände wurden bei 1.872g, 5°C, 10 min. zentrifugiert und
um ca. das 100-fache in centricon 10-Säulen von der Firma Amicon,
Witten ankonzentriert.
2.2.7.2 Dot-Blot-Test
Um gelöste Proteine in Überständen nachzuweisen, wurde der Dot-Blot-
Test durchgeführt. Wie beim Western Blot wird hier über eine Antikörper-
reaktion das Vorhandensein des Proteins überprüft. Der Nachweis des
Proteins erfolgt durch Kopplung an die Nitro-Membran und die
anschließende Substratbindung.
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Reaktionsansatz:
1. 5 µl des ankonzentrierten/nicht-ankonzentrierten Proteinüber-
standes auftropfen und 30 min. bei Raumtemperatur trocknen
lassen
2. 2 x 2 min. mit je 200 µl PBS + 0,01% Tween 20 waschen
3. 100 µl 1% BSA in PBS 75 min. inkubieren lassen, dann absaugen
4. 100 µl Anti-Annexin-1-Ak 1:1.000 in 0,1% BSA/PBS, 45 min.
inkubieren
5. 7 x mit je 200 µl PBS + 0,01% Tween 20 waschen
6. 100 µl POX, Goat-Anti-Mouse-IgG, 1:2.000 in 0,1% BSA/PBS,
45 min. inkubieren
7. 7 x mit je 200 µl PBS + 0,01% Tween 20 waschen
8. 200 µl Substrat-DAB 30 min. inkubieren
9. 3 x mit 200 µl Aqua Bidest waschen und bei Raumtemperatur
trocknen lassen
2.2.8 Untersuchungen der Proteinüberstände auf entzündungs-
hemmende Eigenschaften
Zur Überprüfung, ob die untersuchten Zellen nach Zugabe von
Glukokortikoiden entzündungshemmende Proteine sezerniert haben,
wurden die Kulturüberstände nach 40 Std. biochemisch aufgereinigt und
das so erhaltene ankonzentrierte Substrat im Tierversuch getestet.
2.2.8.1 Chromatographische Aufreinigung
Die 40 Std.-Kulturüberstände wurden zuerst bei 4°C gegen Tris-Puffer
folgend dialysiert, dann in centricon-10 Säulen ca. 100-fach an-
konzentriert.
Danach erfolgte eine Anionenaustauschchromatographie mit einer DEAE-
Sephacel-Säule und mit einem Tris/HCl-Puffer pH 7,4 bei 4°C.
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Der nicht absorbierte Anteil wurde gesammelt und erneut 100-fach
ankonzentriert (Hamann, 1995).
2.2.8.2 Serotonin-Mäusepfoten-Ödem-Test
Für diesen Versuch liegt die Methode von Tsurufuji und et al, 1979
zugrunde. Es wurden weibliche Balb/c Mäuse mit einem Gewicht von ca.
20g aus dem Institut für Versuchstierkunde der Medizinischen Fakultät der
RWTH Aachen verwendet. Die Tiere wurden unter standardisierter Diät
und Wasser nach Belieben gehalten.
sechs Std. vor der 5-HT-Injektion wurde als Positivkontrolle den Mäusen
der Kontrollgruppe 1 mg/kg Körpergewicht Dexamethason-2-Dihydrogen-
phosphat intraperitoneal injiziert.
Eine Std. vor der 5-HT-Injektion wurde den Tieren der einzelnen
„Proteingruppen” 200 µl der Testsubstanz i.p. injiziert und als
Negativkontrolle ebenso eine Std. zuvor 200 µl PBS.
Gemessen wurde die Dicke der jeweiligen Pfoten mit einem Präzisions-
Dickenmeßgerät (Mitutoyo, Japan).
Messungen:
Der Nullwert vor der 5-HT-Injektion sowohl an der rechten als auch an
der linken Hinterpfote.
Nach Injektion von 0,1 µg 5-Hydroxytryptamin-Kreatininsulfat (5-HT) in
die rechte hintere Pfote und als zusätzliche Negativkontrolle, 100 µl
NaCl in die hintere linke Pfote, wurden in 15 min. Intervallen beide
Pfoten gemessen. Insgesamt erfolgten jeweils drei Messungen.
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2.2.9 Differential-Display-RT-PCR (DDRT-PCR)
2.2.9.1 Herstellung eines RNA-Pools
Für die Herstellung des RNA-Pools wurden sechs Zellseparationen zu
jeweils sechs bis acht Einzelspendern nach 2.2.1 durchgeführt. Die
Kultivierung der Zellen wurde serumfrei wie unter 2.2.2 beschrieben für
eine Zeit von 15 Std. durchgeführt. Hierbei wurden sowohl Cytospins vom
Zeitpunkt 15 Std. hergestellt, um die Glukokortikoid-Induzierbarkeit zu
dokumentieren, als auch die Zellkulturüberstände vom Zeitpunkt 40 Std.
gesammelt, um damit die antiinflammatorische Wirkung des produzierten
Proteinpools zu demonstrieren, siehe 2.2.8.
Die RNA-Isolierung erfolgte wie unter 2.2.4, allerdings mit dem Rneasy-
Midi-Kit und von jeder Zellseparation einzeln. Insgesamt lagen nach dem
Vereinigen im nichtstimulierten Ansatz 2.071,5 µg RNA/4.350 µl und im
mit Prednyliden stimulierten Ansatz 2.100 µg RNA/4.490 µl vor.
Aus den bestehenden zwei Poolen wurden dann Aliquote gebildet zu 5
und 15 µg, zum einen für die Reverse Transkriptase Reaktion (5 µg), zum
anderen für die spätere Verifikation im Agarose-Gel (15 µg).
2.2.9.2 Reverse Transkriptase
Sowohl bei der Reversen Transkriptase als auch daraus folgend bei der
PCR wurde das Primer Kit GeneExScreen von Biometra, Göttingen
verwendet.
Zur Denaturierung wurden 5 µg RNA bei 65°C 10 min. inkubiert.
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Reaktionsansatz: 4 µl 5-fach Puffer (first strand buffer)
2 µl 100 µMol DTT
3 µl 10 mMol DnTP
2 µl 400 U Reverse Transkriptase
1 µl 25 µMol primärer Primer
ca. 10 µl RNA
Die Proben wurden in einem Thermocycler 60 min. bei 37°C und 2 min.
bei 95°C amplifiziert. Die so erhaltene cDNA wurde dann bei -70°C
gelagert.
2.2.9.3 PCR
Für eine Einfachreaktion galt folgender Reaktionsansatz:
1 µl 10-fach Puffer
1,6 µl 25 mMol MgCl2
1 µl 25 µMol primärer Primer
0,2 µl 10 mMol dNTP
0,1 µl 10 U/µl Taktpolymerase
2,1 µl Bidest
1 µl 5 µMol sekundärer Primer
+3 µl 1 : 30 verdünnte cDNA mit DEPC-Wasser
Im Thermocycler wurde mit folgendem Programm insgesamt über 43
Zyklen inkubiert:
5 min. 94°C
30 sek. 94°C
1 min. 41°C
30 sek. 72°C Extension.
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2.2.9.4 DNA-Elektrophorese
Es wurde nach der Gebrauchsanleitung für Long Distance DNA-Gele der
Firma ETC, Kirchentellinsfurt verfahren.
Rehydrierung des Gels über Nacht und Auftauen der DNA-Proben
Versetzen der DNA-Proben (10 µl) mit 10 µl Sample Dilution
Ausrichten der Gelapperatur auf das Gel, Auftrag von 7 µl Marker in
die äußersten Spuren und 7,5 µl der DNA-Proben in die restlichen
Spuren
Vorkühlung der Platte auf 15°C, danach die Spannungsquelle laut
Gebrauchsanweisung einschalten
Laufzeit ca. 3 Std.
Kurz bevor die Laufbande die Paper Strips erreichte, wurde die
Elektrophorese beendet und es erfolgte die Fixierung für ca. 12 Std.
2.2.9.5 Silberfärbung
Ansatz der Lösungen:
Silberlösung: 5 ml 5% Silbernitratlösung
250 µl 37% Formaldehyd
ad 250 ml Bidest
Entwickler: 6,25 g Na2CO3
250 µl 37% Formaldehyd
250 µl Na-Thiosulfat (20 mg in 1 ml Bidest
suspendiert)
ad 200 ml Bidest
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Stopplösung: 5 g Glycin
1,25 g EDTA
ad 250 ml Bidest
Imprägnierlösung: 2,5 ml Glycerol
ad 250 ml Bidest
Ablauf der Silberfärbung:
Das Gel wurde nach der Fixierung gewaschen und dann 45 min. in der
Silberlösung inkubiert. Die Entwicklung erfolgt bis zu ca.10 min.
Im Anschluß daran wurde das Gel mindestens 20 min. in der Stopplösung
inkubiert und dann für ca. 8 Std. in die Imprägnierlösung gelegt.
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3. Ergebnisse
3.1 Expression von Annexin-1 auf mRNA-Ebene
Zur Prüfung, ob Monozyten und Makrophagen Annexin-1-mRNA
exprimieren und ob die Expression durch Glukokortikoide stimulierbar ist,
wurden Blutmonozyten mit und ohne Prednyliden (10 -7 M) kultiviert.
Die Untersuchung wurde an frisch isolierten Zellen, sowie an Zellen, die
2, 6, 12, 24, 36 und 48 Std., 4 und 11 Tage kultiviert wurden, durchgeführt.
Um mögliche Einflüsse von Kulturbedingungen zu erkennen, wurden die
Zellen ferner in serumfreiem und serumhaltigem Medium kultiviert.
Abb. 3-1 a
Abb. 3-1 c
38
Abb. 3-1 b
Abb. 3-1 d
Abb. 3-1 a,b: Ethidiumbromidfärbungen der RNA im Agarosegel
Abb. 3-1 c,d: Northern Blot Ergebnisse der Annexin-1-Expression von
Monozyten im serumfreien Medium
Wie in Abb. 3-1 c und 3-2 c zu sehen ist, war in frisch isolierten peripheren
Monozyten Annexin-1-mRNA nachzuweisen.
In der serumfreien Kultur konnte ein signifikantes Ansteigen der mRNA ab
24 Std. erkannt werden, wobei die mRNA-Menge dann bis Tag 11
annähernd konstant blieb (Abb.: 3-1 d).
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Die Behandlung der Zellen mit dem Glukokortikoid Prednyliden hatte
keinen signifikanten Einfluß auf die Annexin-1-mRNA-Expression über den
gesamten Versuchszeitraum.
Als Kontrolle für die Qualität und Quantität der aufgetragenen und mit
Ethidiumbromid gefärbten RNA wurden die Agarosegele photographiert
(Abb.: 3-1a,b).
Wie unter serumfreien Bedingungen war auch unter serumhaltigen ein
Annexin-1-mRNA Anstieg nach 24 Std. vorhanden, jedoch in geringerem
Ausmaß (Abb.: 3-2 c,d).
Abb. 3-2 a
Abb. 3-2 c
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Abb. 3-2 b
Abb. 3-2 d
Abb. 3-2 a,b: Ethidiumbromidfärbungen der RNA im Agarosegel
Abb. 3-2 c,d: Northern Blot Ergebnisse der Annexin-1-Expression von
Monozyten in serumhaltigem Medium
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3.2 Expression von Methallothionein-2 auf mRNA-Ebene
Wie in der Literatur beschrieben (Raynal, 1993), ist Methallothionein-2 ein
Protein, dessen mRNA-Expression in humanen Pulmonal- und
Peritonealmakrophagen durch Glukokortikoide induzierbar ist. Diese
Eigenschaft diente hier als Indikator für die Funktionsfähigkeit unseres
Systems, da nach unseren Ergebnissen die Annexin-1-mRNA in
Monozyten/Makrophagen nicht durch Glukokortikoide stimulierbar war.
Dazu wurde eine Rehybridisierung der zuvor für die Annexin-1
Untersuchungen verwendeten Northern-Blots durchgeführt.
Dabei zeigte sich, daß nach zwei Std. in serumfreien mit Prednyliden
stimulierten Kulturen es zu einer deutlichen Expressionssteigerung von
Methallothionein-2 im Vergleich zu nicht stimulierten Kulturen kommt. Im
weiteren Verlauf der Kultivierung konnten keine Expressionsunterschiede
nachgewiesen werden. Die Menge an mRNA von Methallothionein-2 war,
vom Zeitpunkt 6 Std. an, relativ konstant (Abb.: 3-3 a,b).
Abb. 3-3 a
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Abb. 3-3 b
Abb. 3-3 a,b: Northern Blot Ergebnisse für Methallothionein-2- mRNA im
Ansatz ohne humanes Serum in Form einer
Rehybridisierung der unter Abb. 3-1 und Abb. 3-2
abgebildeten Northern-Blots
Bei der serumhaltigen Kultivierung der Zellen zeigte sich erst nach sechs
Std. ein deutlicher Expressionsanstieg im mit Prednyliden stimulierten
Ansatz, der zum Zeitpunkt 12 Std. noch stärker wurde (Abb.: 3-4 a).
Ab 36 Std. konnte man , wie unter serumfreien Bedingungen bereits ab
sechs Std. erkennbar, das vergleichbar hohe Niveau der mRNA von
stimuliertem und nichtstimuliertem Ansatz erkennen (Abb.: 3-4 a,b).
43
Abb. 3-4 a
Abb. 3-4 b
Abb. 3-4 a,b: Northern-Blot Ergebnisse für Methallothionein-2-mRNA im
Ansatz mit humanem Serum
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Nimmt man die Ergebnisse aus 3.1 und 3.2 zusammen, so zeigt sich, daß
durch die Zugabe von Prednyliden zu den Monozytenkulturen die mRNA-
Expression von Methallothionein-2 deutlich induziert wurde, während eine
Induktion für Annexin-1-mRNA nicht gezeigt werden konnte.
3.3 Annexin-1-Protein-Expression auf Einzelzellebene
Mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen monoklonalen Anti-Annexin-1-
Antikörpers wurde die Annexin-1-Protein-Expression an einzelnen
Monozyten untersucht.
Hierfür wurden frisch isolierte Zellen und kultivierte Zellen verwendet.
Als Marker für die Glukokortikoidwirkung auf Proteinebene diente das
glukokortikoidinduzierbare monozytenspezifische RM 3/1-Antigen
(Zwadlo-Klarwasser, 1987 und 1990).
Für die Kultivierung wurden Einzelspender wie auch aus mehreren
Spendern vereinigte Proben verwendet. Auch hierfür wurden sowohl
Kulturen mit als auch ohne humanes Serum getestet.
Wie erwartet stimulierte die Glukokortikoidbehandlung eine RM 3/1-
Expression, unabhängig von der Kultivierungsart (Abb.: 3-5, 3-6).
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Abb. 3-5
Abb. 3-5: RM 3/1-Antikörper bei 48 Std. in 40-facher Vergrößerung,
ohne Glukokortikoid
Abb. 3-6
Abb. 3-6: RM 3/1-Antikörper bei 48 Std. in 40-facher Vergrößerung,
mit Glukokortikoid; die rote Pigmentierung entspricht der RM
3/1-Antigenmarkierung
Im Gegensatz zu diesem Ergebnis zeigten die Untersuchungen zu
Annexin-1 keine signifikanten Unterschiede bezüglich der
Glukokortikoidstimulation, sowohl in den verschiedenen Kulturmedien als
auch zu den unterschiedlichen Zeitpunkten.
Bei allen untersuchten Proben wurde Annexin-1 auf zellulärer Ebene
nachgewiesen. Hierbei konnten auftretende marginale Unterschiede nicht
weiter quantifiziert werden.
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Exemplarisch sind hier in Abb. 3-7a,b und Abb.3-8a,b die Ansätze zum
Zeitpunkt 12 Std. dargestellt.
Abb. 3-7 a
Abb. 3-7 b
Abb. 3-7a,b: Annexin-1-Protein-Expression bei 12 Std. und 32-facher
Vergrößerung; die rote Pigmentierung entspricht der
Annexin-1-Markierung
a: ohne Glukokortikoid b: mit Glukokortikoid
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Abb. 3-8 a
Abb. 3-8 b
Abb. 3-8a,b: Annexin-1-Protein-Expression bei 12 Std. und 100-facher
Vergrößerung; die rote Pigmentierung entspricht der
Annexin-1-Markierung
a: ohne Glukokortikoid b: mit Glukokortikoid
Auch der Vergleich von Einzelspendern und vereinigten Spendern zeigte
bezüglich der Annexin-1-Proteinexpression keine Unterschiede.
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Bereits in frisch isolierten Zellen konnte Annexin-1 nachgewiesen werden
(Abb.: 3-9 a,b).
Abb. 3-9 a
Abb. 3-9 b
Abb. 3-9a,b: Annexin-1-Protein-Expression von frisch isolierten Zellen; die
rote Pigmentierung entspricht der Annexin-1-Markierung
a: 32-fach vergrößert b: 100-fach vergrößert
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß Annexin-1-Protein
konstitutiv in Monozyten/Makrophagen vorkommt.
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3.4 Oberflächenexpression von Annexin-1
Zur Prüfung, ob Annexin-1 auch auf der Oberfläche der Zelle lokalisiert ist
und ob diese Oberflächenexpression durch Glukokortikoide modulierbar
ist, wurde eine Fluoreszenzmarkierung sowohl von frisch isolierten als
auch von kultivierten Zellen (24 Std. und 48 Std.) durchgeführt und mit
dem FACS-scan vermessen.
Als Vergleich diente auch hier die Expression von RM 3/1.
Die FACS-scan Analyse ergab, daß Annexin-1 weder bei frisch isolierten
Zellen noch bei 24 bzw. 48 Std kultivierten Zellen auf der Oberfläche
nachzuweisen war. Exemplarisch wird nur der Zeitpunkt 24 Std dargestellt
(Abb.: 3-11 und Abb.:3-12, sowie Tab.:3-1).
Ferner führte auch die Verwendung von Prednyliden als Stimulanz nicht
zu einer Expression des Annexin-1-Proteins auf der Zelloberfläche.
Oberflächenexpression von Annexin-1 auf menschlichen
Monozyten/Makrophagen in Abhängigkeit von Prednyliden:
Behandlung 0 Std. 24 Std. 48 Std.
0 3,0 ± 2,3 2,0 ± 1,3 3,0 ± 0,3
Prednyliden - 1,7 ± 0,9 1,8 ± 1,3
Tab. 3-1: Fluoreszenzmarkierung: Angaben in %-positive Monozyten
/Makrophagen
(n = 6; Mittelwerte ± SEM)
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Die Daten weisen darauf hin, daß Annexin-1-Protein intrazellulär
vorhanden sein muß.
In den Abb. 3-13 und 3-14 wird deutlich, daß RM 3/1 auf der
Zelloberfläche nachzuweisen war und somit von einer erfolgreichen
Stimulation durch das Glukokortikoid Prednyliden ausgegangen werden
konnte.
In den folgenden Abb. 3-10 bis 3-14 sind die Ausdrucke von FACS-scan
Untersuchungen dargestellt.
In den einzelnen Graphiken ist auf der X-Achse (Abszisse) der Wert für
die Vorwärts-Streuung des Laserstrahls aufgetragen (FSC: forward
scatter). Dabei gilt: je weiter rechts, desto größer ist die Zelle. Auf der Y-
Achse (Ordinate) wird die Floureszenz dargestellt (FL1-H).
Jede Grafik ist in vier Felder unterteilt, wobei die beiden linken Felder die
Lymphozyten, die beiden rechten die Monozyten/Makrophagen enthalten.
Die unteren Felder beinhalten jeweils die Eigenfloureszenz der jeweiligen
Zelltypen, während die obigen Felder die Floureszenz der markierten
Antikörper zeigen. Diese Zuordnung der Felder erfolgte jeweils individuell
mit Hilfe einer Kontrolle, bei der kein Antikörper verwendet wurde.
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Abb. 3-10: Histogramm von frisch isolierten Zellen bei der Markierung
mit Annexin-1-Antikörpern
Abb. 3-11: Histogramm von nichtstimulierten Zellen zum Zeitpunkt
24 Std. bei der Markierung mit Annexin-1-Antikörpern
Abb. 3-12: Histogramm von mit Prednyliden stimulierten Zellen zum
Zeitpunkt 24 Std. bei der Markierung mit Annexin-1-
Antikörpern
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Abb. 3-13: Histogramm von nichtstimulierten Zellen zum Zeitpunkt
24 Std. bei der Markierung mit RM 3/1-Antikörpern
Abb. 3-14: Histogramm von mit Prednyliden stimulierten Zellen zum
Zeitpunkt 24 Std. bei der Markierung mit RM 3/1-Antikörpern
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3.5 Annexin-1-Expression im Kulturüberstand
Zur Prüfung, ob das in den Zellen lokalisierte Annexin-1 sezerniert wird
und dadurch möglicherweise als second messenger Protein fungiert,
wurden Kulturüberstände von Makrophagen, die unter serumfreien
Bedingungen kultiviert wurden, im Dot-Blot-assay analysiert. Der erste
Dot-Blot-Versuch wurde von Zellen, die nach 6, 12, 24 und 48 Std.
geerntet wurden, jeweils stimuliert und nichtstimuliert, durchgeführt.
Es zeigte sich, daß weder in den Kulturüberständen der Kontrollzellen,
noch von glukokortikoidbehandelten Makrophagen, Annexin-1
nachweisbar war.
Um sicherzustellen, daß die Untersuchung nicht am Detektionslimit
durchgeführt wurde, wurden die Überstände in einer zweiten
Versuchsreihe 100-fache ankonzentriert. Es ließ sich jedoch kein Annexin-
1 nachweisen.
Die Untersuchung hat gezeigt, daß die Makrophagen in unserem System
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte, unabhängig von der Zugabe von
Prednyliden, Annexin-1 sezerniert haben.
Nachdem in der Dot-Blot-Analyse kein Annexin-1 nachzuweisen war,
wurde auf die Western-Blot-Analyse verzichtet.
3.6 Identifizierung Glukokortikoid-induzierbarer entzündungs-
hemmender Faktoren in Monozyten/Makrophagen
Zur Untersuchung des Einflusses von Glukokortikoiden auf die Expression
von bisher unbekannten entzündungshemmenden Proteinen, wurde ein
molekularbiologischer Ansatz gewählt: Differentielle Genexpressions
Untersuchung (Differential-Display-Reverse-Transcriptase-PCR).
Hierbei vergleicht man die mRNA-Expressionsmuster von unbehandelten
Zellen mit denen mit glukokortikoidbehandelten Zellen. Als Indikator für
eine erfolgreich durchgeführte Stimulation der Makrophagen mit
Prednyliden diente ein hiermit korrelierender antiinflammatorischer Effekt
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aus den Zellüberständen. Der Nachweis dieses Effektes erfolgte im
Tiermodell.
3.6.1 Mäusepfoten-Ödem-Test
Das Ergebnis ist in der Tab. 3-2 dargestellt und belegt einen
antiinflammatorischen Effekt im Überstand einer Makrophagenkultur nach
vorausgegangener Stimulation mit einem Glukokortikoid im Vergleich zur
nichtstimulierten Kontrollgruppe.
Wirkung von Makrophagen-Kulturüberständen im
Mäusepfoten-Ödem-Test:
PBS Dexametha-son
Überstand
+
Prednyliden
Überstand
-
Prednyliden
Anzahl 5 4 12 8
Mittelwert 0,976 0,397 0,470 * 0,944
Standard-
abweich-
ung
0,087 0,041 0,046 0,077
Tab. 3-2: Angegeben ist die Dicke der rechten hinteren Pfote in mm.;
als Negativkontrolle wurde PBS gespritzt, als Positivkontrolle
Dexamethason; die Zellüberstände wurden 48 Std. mit bzw.
ohne 10-7M Prednyliden kultiviert
(*: signifikante Mittelwerte gegenüber Dexamethson)
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, hemmen Kulturüberstände von mit
Glukokortikoiden behandelten Monozyten/Makrophagen signifikant die
Ödembildung, während Kulturüberstände von Kontrollzellen keinerlei
Effekt hatten.
So kann postuliert werden, daß die Zellen differentiell entzündungs-
hemmende Proteine exprimieren und daher für den Nachweis differentiell
exprimierter Gene geeignet sind.
3.7 DDRT-PCR-Ergebnisse
Die Gesamt-RNA wurde aus einem oben beschriebenen
Monozyten/Makrophagen Ansatz isoliert (3.2.4). Die RNA konnte unter
Verwendung von 12 primären Primern (3’-Primer) in cDNA mittels
Reverser Transkriptase umgeschrieben werden. Anschließend wurden in
einer Polymerase-Chain-Reaction unter Verwendung von
26 randomisierten sekundären Primern (5’-Primer) einzelne Genabschnitte
amplifiziert.
Es wurde das Primerkit GeneExScreen von Biometra, Göttingen
verwendet. Die Sequenzen der Primer sind bei der Firma Biometra zu
erfragen.
Durch die primären und sekundären Primer ergaben sich 312 mögliche
Primerkombinationen, d.h. unter Berücksichtigung des differentiellen
Ansatzes (mit und ohne Glukokortikoid) 624 Proben.
Die Auswertung der gelelektrophoretischen Auftrennung ergab, daß 40
Banden entweder neu exprimiert oder aber stark hochreguliert wurden.
Exemplarisch seien hier die Gele gezeigt, deren Gensequenzen im
weiteren Verlauf bearbeitet und später mit Genbanken verglichen wurden.
Die ungeraden Spuren entsprechen den nichtstimulierten Proben, die
geraden Spuren den mit Prednyliden stimulierten Proben. Die rechte Spur
jeweils im Bild zeigt den Marker für das Molekulargewicht.
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Abb. 3-15
Abb. 3-15: DDRT-Gel-Ausschnittsvergrößerung der Primerkombination:
primärer Primer 2; sekundärer Primer 1-10 jeweils mit und
ohne Prednyliden
In Gel 1 (Abb.: 3-15) ist die neue Bande in Spur 16 auf der Höhe (*) zu
sehen und ist der Primerkombination: primärer Primer 2; sekundärer
Primer 8 zuzuordnen. In der Spur 15, die der nichtstimulierten entspricht,
ist keine Bande zu erkennen.
Das bedeutet, daß durch die Behandlung mit Prednyliden durch die
Primerkombination 2/8 ein Gen induziert wurde, das spezifisch ist.
10 11 12 13 14 2015 16 17 18 1909
*
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Abb. 3-16
Abb. 3-16: DDRT-Gel-Ausschnittsvergrößerung der Primerkombination:
primärer Primer 4; sekundärer Primer 5-14 jeweils mit und
ohne Prednyliden
Das Gel 4 (Abb.: 3-16) zeigt in Spur 14 auf Höhe (*) eine massiv
verstärkte Bande im Vergleich zu der nicht stimulierten Probe auf Spur 13,
auf der in gleicher Höhe nur eine diskrete Bande zu erkennen ist.
Diese Bande entspricht der Primerkombination 4/11.
10 11 12 13 14 2015 16 17 18 1909
*
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Abb. 3-17
Abb. 3-17: DDRT-Gel-Ausschnittsvergrößerung der Primerkombination:
primärer Primer 4; sekundärer Primer 25 und 26, sowie
primärer Primer 6; sekundärer Primer 1-8 jeweils mit und
ohne Prednyliden
Auf dem Gel 6 (Abb.: 3-17) ist zum einen auf Spur 10 in Höhe (1) eine
massive Verstärkung zu erkennen, die der Primerkombination 6/3
entspricht, zum anderen auf Spur 14 in Höhe (*) eine ca. doppelt so starke
Exprimierung der auf Spur 13 vorhandenen Bande.
Diese Bande entspricht dem Primerpaar 6/5.
10 11 12 13 14 2015 16 17 18 1909
*
1
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Abb. 3-18
Abb. 3-18: DDRT-Gel-Ausschnittsvergrößerung der Primerkombination:
primärer Primer 3; sekundärer Primer 11-20 jeweils mit und
ohne Prednyliden
Auf Gel 15 (Abb.: 3-18) ist auf Spur 18 in Höhe (*) eine marginale
Verstärkung im Vergleich zu Spur 17 erkennbar. Diese Bande entspricht
der Primerkombination 3/19.
An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, daß durch Glukokortikoid-
Behandlung auch eine Herunterregulation von Gensequenzen erkennbar
ist, so zum Beispiel auf Spur 12 in Höhe (1) im Vergleich zu Spur 11,
beziehungsweise Spur 14 in Höhe (2) im Vergleich zu Spur 13.
Dies weist darauf hin, daß es sich hierbei also um Gene handelt, deren
Expression durch Glukokortikoide gehemmt wird.
10 11 12 13 14 2015 16 17 18 1909
*
1
2
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Von den ermittelten 40 induzierten Sequenzen wurde ein neuer PCR-
Ansatz mit der noch vorhandenen cDNA durchgeführt. Erneut zeigten sich
bei 16 der 40 Proben eindeutige Steigerungen.
In Abb. 3-19 und Abb. 3-20 sind die Kontrollgele gezeigt, von den in Abb.
3-15 bis 3-18 induzierten Banden.
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Abb. 3-19
Abb. 3-19: DDRT-Gel-Ausschnittsvergrößerung mit verschiedenen
Primerkombinationen, unter anderem auf den Spuren 13 und
14 die Primerkombination 2/8
*
10 11 12 13 14 15 16 1709080706 18 19 20
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Abb. 3-20
Abb. 3-20: DDRT-Gel-Ausschnittsvergrößerung mit verschiedenen
Primerkombinationen, unter anderem auf den Spuren 1 und
2 die Primerkombination 4/11
*
05 06 07 08 09 10 11 1204030201
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Auf dem ersten Verifikationsgel V1 (Abb.: 3-19) ist auf der Spur 14 in
Höhe (*) im Vergleich zu Spur 13 erneut wie in Gel 1 (Abb.: 3-15) eine
starke Bande zu erkennen.
Die Größe des Gens auf V1 entspricht der Größe des Gens auf Gel 1, ca.
450 Basenpaare. Die Spur 2 im Gel V3 (Abb.: 3-20) zeigt auf der Höhe (*)
eine Verstärkung der auf gleicher Höhe befindlichen Bande in Spur 1.
Somit kann auch hier von einer Hochregulation bei Prednylidenstimulation
gesprochen werden, die bereits im ersten Ansatz siehe Abb. 3-16 zu
erkennen war (ca. 220 Basenpaare).
Vorläufig weiterführende Arbeiten ergaben, daß aus den 16 verifizierten
DNA-Abschnitten vier sequenziert werden konnten.
Bei dem Abgleich der gewonnenen Sequenzen mit den zugänglichen
Genbanken über EMBL Heidelberg konnte der Klon mit der
Primerkombination 2/8 dem Gen für das RM 3/1 Antigen zugeordnet
werden.
Der Klon 3/12 zeigte eine hohe Übereinstimmung mit dem Gen für
Katalase.
Bei den Klonen 6/5 beziehungsweise 4/11 konnte keine Übereinstimmung
mit bekannten Sequenzen festgestellt werden. Um die Identität dieser
Klone näher bestimmen zu können, sind weitere molekularbiologische
Untersuchungen erforderlich.
64
65
4. Diskussion
4.1 Annexin-1-mRNA-Expression
Unsere Untersuchungen haben ergeben, daß humane Monozyten/Makro-
phagen Annexin-1 auf Gen- und Proteinebene exprimieren, wobei die
Menge an mRNA in frühen Reifestadien ansteigt und im Laufe der in vitro
Differenzierung zu Makrophagen konstant bleibt.
Wichtigster Befund unserer Studie ist, daß Glukokortikoide im
verwendeten System keinen Einfluß auf die Expression der mRNA für
Annexin-1 haben. Als Positivkontrolle für die Glukokortikoidwirkung wurde
die Messung des mRNA-Anstiegs für Methallothionein-2 verwendet.
Hierbei handelt es sich um ein Protein, dessen mRNA erwiesenermaßen
in humanen Monozyten/Makrophagen glukokortikoidinduzierbar ist (Karin
et al, 1984; Raynal & Pollard, 1994; Brönnegard et al, 1991).
In den eigenen Ergebnissen konnte, wie auch von Brönnegard et al, 1988
und Mayo & Palmiter, 1981 gezeigt, das Maximum der Induktion bei sechs
Std. detektiert werden. Auch der Zeitpunkt der frühesten Detektion (eine
Std) ist durch die Literatur belegbar (Raynal & Pollard, 1994). Bereits in
frisch isolierten Zellen ist die mRNA für Methallothionein-2 vereinzelt
nachgewiesen worden. Das stimmt mit den Ergebnissen von Brönnegard
et al, 1988 überein.
Der Einfluß von Glukokortikoiden auf die mRNA-Expression von
Annexin-1 wird seit Entdeckung des Proteins kontrovers diskutiert.
Übereinstimmend mit den eigenen Ergebnissen bezüglich der
Nichtstimulierbarkeit durch Glukokortikoide, beschreiben Wong et al,
1991, daß in Peritoneal-Makrophagen der Maus in vivo keine signifikanten
mRNA-Veränderungen im Vergleich zu den Kontrolltieren aufgetreten
sind. Hingegen zeigte die gleiche Arbeitsgruppe in Mäuse-3T3-L1-
Fibroblasten und LA-4 Lungenepithelzellen eine Induktion der Annexin-1-
mRNA durch Glukokortikoide. Bienkowski et al, 1989 konnten ebenso in
der humanen Lymphomzelllinie-U937 keine Expressionsveränderungen
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feststellen. Sie zeigten aber, daß bereits in frisch isolierten Zellen
Annexin-1-mRNA nachgewiesen werden kann, dessen Konzentration sich
im Laufe der Kultur erhöhte, was mit den eigenen Befunden
übereinstimmt. Einen von Glukokortikoiden unabhängigen Anstieg der
Annexin-1-mRNA in Kultur zeigten auch Isacke et al, 1989 und Solito et al,
1991 in U937 Zellen.
Übereinstimmend mit den eigenen Ergebnissen bei peripheren
Monozyten/Makrophagen konnte Brönnegard et al, 1988 in humanen
Alveolar-Makrophagen keinen Anstieg der mRNA für Annexin-1 bei
Stimulation durch Glukokortikoide nachweisen.
Im Gegensatz zu den bisher aufgeführten Veröffentlichungen liegen
Arbeiten vor, in denen von einer Erhöhung der mRNA berichtet wird.
Diese wurde durch Stimulation mit IL 6, TPA, Zymosan, aber auch mit
Dexamethason erreicht . Die zitierten Untersuchungen erfolgten einerseits
an verschiedenen Spezies wie Ratten, Mäuse und Menschen,
andererseits auch an unterschiedlichen Zelltypen wie Lungenepithelzellen,
U937 Zellen und HL 60 Zellen (Solito et al, 1998; Solito et al, 1991; Sato
et al, 1995; Kang et al, 1996). Bereits Wallner et al , denen es 1986
gelang, das Gen des humanen Annexin-1 zu klonieren, berichteten von
einer 6-fachen Erhöhung der mRNA-Expression von Annexin-1 in Ratten-
Peritoneal-Makrophagen in vivo nach Dexamethasongabe. Dies führte
jedoch erstaunlicherweise nicht zu einem Anstieg des intrazellulären
Annexin-1-Proteingehaltes in diesen Zellen.
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4.2 Konstitutives zytosolisches Annexin-1-Protein
Die eigenen Resultate zeigen, daß Annexin-1-Protein konstitutiv im
Zytosol vorhanden ist. Dies wird in der Literatur durch mehrere
Arbeitsgruppen bestätigt.
So fanden Morand et al, 1995 und Solito et al, 1991 in der humanen
U937-Zelllinie in nichtstimulierten Zellen bereits Annexin-1-Protein.
Gleiches gilt auch für humane Lungenkarzinomzellen und die A549-
Zelllinie aus humanen Lungenadenokarzinomzellen (Solito et al, 1998 und
Browning et al, 1990).
In einer Zusammenfassung berichteten Browning et al, 1990, daß in
kultivierten Zellinien Annexin-1-Protein fast ubiquitär nachweisbar war.
Gleiche Resultate ergaben sich auch bei der Untersuchung humaner
Leukozyten (Morand et al, 1994 und Perretti et al 1996).
Die ständige intrazelluläre Anwesenheit des Annexin-1-Proteins scheint
unter der Kontrolle des physiologisch gebildeten Glukokortikoids zu
stehen. Dies wurde durch Adrenalektomieversuche bei Ratten (Yang et al,
1997 und Peers et al, 1993) und bei Mäusen (Perretti & Flower 1996)
belegt. Dabei konnte nachgewiesen werden, daß nach Adrenalektomie
das Annexin-1-Protein intrazellulär signifikant verringert war.
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4.3 Annexin-1-Protein auf der Zelloberfläche
Unseren Ergebnissen zufolge war zu keinem Zeitpunkt, auch nicht bei
frisch isolierten Zellen, Annexin-1-Protein auf der Zelloberfläche
nachweisbar. Zudem war es nicht möglich, eine Translokation von
intrazellulär auf die Zelloberfläche durch Glukokortikoide zu bewirken.
In der Literatur gibt es zu dieser Frage sehr unterschiedliche Berichte.
Zwar gibt es Artikel, die eine geringe Annexin-1-Proteinmenge auf der
Oberfläche nachweisen (Morand et al, 1994; Perretti et al, 1996), jedoch
auch einen Artikel von Kang et al, 1996, der bei U937 Zellen nach
Stimulation mit Glukokortikoiden eine Abnahme der auf der Zelloberfläche
gefundenen Annexin-1-Proteinmenge berichtet.
Browning et al, 1990 konnten lediglich 2% bis 5% der gesamten Annexin-
1-Proteinmenge bei humanen peripheren Monozyten und Ratten-
Peritoneal-Monozyten auf der Oberfläche nachweisen.
In dem Artikel von Wu et al, 1995 wird gezeigt, daß, im nichtstimulierten
Ansatz kein Annexin-1-Protein auf der Zelloberfläche zu finden ist. Das
entspricht den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung.
Demgegenüber steht eine Anzahl von Veröffentlichungen, bei denen es
nach Dexamethasonbehandlung zu einer Zunahme des
membranständigen Annexin-1-Proteins kommt. Die Gruppen Croxtall &
Flower 1992 und Solito et al, 1998 zeigen in A549 Zellen einen Anstieg
der Annexin-1-Proteinmenge auf der Zelloberfläche nach
Glukokortikoidinduktion.
Bei Solito et al, 1994 und Taylor et al, 1993 wird ein zwei bis 30-facher
Annexin-1-Proteinanstieg in U937 Zellen bzw. Hypophysenzellen der
Ratte beschrieben. Wu et al, 1995 berichtet ebenfalls über eine
Expressionssteigerung der murinen Makrophagenzellinie J774.2.
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Perretti & Flower zeigten 1996, daß in murinen Leukozyten und
Monozyten 18% bzw. 36% des Gesamtannexins auf der Zelloberfläche
vorkommt. Bei Dexamethasonbehandlung steigt die Annexin-1-
Proteinmenge auf der Zelloberfläche in den murinen Leukozyten an.
4.4 Annexin-1-Protein-Expression
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß sowohl in frisch isolierten
Zellen als auch in kultivierten Zellen Annexin-1-Protein nachweisbar ist.
Die Kultivierungsmethode hatte auf das Ergebnis keinen Einfluß. Durch
Dexamethason konnte eindeutig keine Induktion erzielt werden. Da die
mRNA-Expression im Verlauf der Kultivierung anstieg, jedoch das Protein
intrazellulär nicht erhöht war, wurde auch der Kulturüberstand auf
Annexin-1 untersucht, um eine eventuelle Sekretion zeigen zu können.
In diesen Untersuchungen konnte kein Annexin-1 im Überstand
nachgewiesen werden.
Wie bereits bei den Daten der mRNA-Expression beschrieben, weichen
auch die Ergebnisse zu den Proteinmengen in der Literatur stark
voneinander ab. So berichten Coméra et al, 1997 in einem Ratten-Kolitis-
Modell, sowie Northup et al, 1988 in einem Mäuse- und Ratten-
Peritoneal-Makrophagen-Modell in Übereinstimmung mit den eigenen
beschriebenen Ergebnissen von einem Ausbleiben einer Annexin-1-
Protein-Expression intrazellulär, sowie von einer nicht vorhandenen
Sekretion in den Kulturüberstand.
Solito et al, 1991 konnten die gleichen Ergebnisse in U937 Zellen
verifizieren.
Weiterhin berichteten mehrere Arbeitsgruppen von einer fehlenden
Stimulierbarkeit durch Glukokortikoide. So zeigten Sudlow et al, 1996 in
humanen mononukleären Zellen, daß die Annexin-1-Protein-Expression
nach Inkubation mit Glukokortikoiden bei vier Std. bzw. 18 Std. nicht
nachweislich verändert war. Allerdings fand die gleiche Gruppe in diesem
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System eine Sekretion von Annexin-1. Auch die Gruppen Morand et al,
1995; Taylor et al, 1993 und Sudlow et al, 1996 konnten keine
Expressionserhöhung durch Glukokortikoide in verschiedenen Systemen
(U937-Zellinie, Hypophysenvorderlappenzellen, humane PBMC) intra-
zellulär zeigen.
Im Gegensatz hierzu und damit auch zu den eigenen Ergebnissen
berichteten Perretti & Flower, 1996 und Getting et al, 1997 über erhöhte
Konzentrationen von Annexin-1-Protein intrazellulär; zum einen in murinen
peripheren Blutleukozyten, zum anderen in adhärenten humanen
Monozyten bzw. Neutrophilen. Zum gleichen Ergebnis kamen Morand et
al, 1994; Browning et al, 1990 und Ambrose et al, 1992 in anderen Zellen.
Die Quantität der Annexin-1-Protein-Expressionssteigerung bewegte sich
zwischen Faktor zwei und acht.
Die Gruppe Coméra & Russo-Marie 1995 untersuchte die Sekretion von
Annexin-1-Protein in humanen Monozyten und Peritoneal-Leukozyten aus
der Ratte. In beiden Systemen kam es zu einer Erhöhung nach
Glukokortikoidgabe.
Als einzige lieferten Goulding et al, 1990 in vivo-Daten, wobei sie zeigen
konnten, daß mit Hydrokortison behandelte Probanten in humanen
peripheren Monozyten, mononukleären Zellen und peripheren Leukozyten
eine deutliche Steigerung des Annexin-1-Proteins intrazellulär stattfand.
Dies war auch der Fall, wenn 30 min. nach Gabe des Glukokortikoids die
Zellen in Kultur genommen wurden. Wurden jedoch die Zellen zunächst
isoliert und erst in vitro mit dem Glukokortikoid inkubiert, kam es zu
keinem dexamethasonvermittelten intrazellulären Annexin-1-
Proteinanstieg.
Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen in der eigenen Arbeit:
Es konnte kein Annexin-1-Protein bei der Untersuchung der
Kulturüberstände nachgewiesen werden, was auf eine nicht vorhandene
Sekretion schließen läßt. In der gleichen Arbeit zeigte Goulding et al, 1990
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einen Anstieg der auf der Zelloberfläche befindlichen Annexin-1-
Proteinmenge nach Glukokortikoidstimulation.
4.5 Erklärung der eigenen Resultate im Vergleich zu denen in der
Literatur beschriebenen
Faßt man die hier gezeigten Ergebnisse zusammen und vergleicht sie mit
der vorhandenen Literatur, ergibt sich sowohl bei der Untersuchung der
mRNA als auch der Proteinexpression Übereinstimmung und Diskrepanz.
Als Erklärung hierfür gibt es mehrere Ansätze:
Bereits aus den zuvor zitierten Arbeiten geht hervor, daß für die
Untersuchungen sehr unterschiedliche Materialien verwendet worden
sind.
So wurden die Untersuchungen nicht nur in verschiedenen Spezies
durchgeführt (Ratte, Maus und Mensch), sondern jeweils auch in
unterschiedlichen Zelllinien bzw. Zelltypen. Beispielsweise bei der
Untersuchung der Monozyten/Makrophagen dienten pulmonale,
peritoneale und periphere Zellen als Vergleich. Ferner wurden die
Zelllinien U937 , J774.2 und A549 verwendet. Diese unterschiedlichen
Ausgangsmaterialien erschweren einen direkten Vergleich der
Ergebnisse; zumal zum Teil Zellen von Patienten bzw. Tieren mit
speziellen Erkrankungen, wie z.B. Arthritis und Kolitis, eingesetzt wurden.
Eine weitere Erklärung für die abweichenden Ergebnisse könnten die
unterschiedlichen Differenzierungsstadien, in denen sich die Zellen bei der
Untersuchung befanden, sein (Flower & Rothwell, 1994). So zeigen einige
Berichte auf, daß die Expression in Monozyten/Makrophagen von
Annexin-1 assoziiert ist mit dem Differenzierungsmarker CD 14 und HLA
DR (Morand et al, 1995). Jedoch ergibt sich auch bezüglich des Einflusses
des Differenzierungsstadiums keine eindeutige Meinung, so daß zwischen
drei Ergebnisgruppen unterschieden werden kann:
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Erstens konnte Bienkowski bereits 1989 zeigen, daß in differenzierten
U937 Zellen eine Glukokortikoidinduktion zu keiner Erhöhung der mRNA
und des Proteins von Annexin-1 führte. Diese Resultate wurden von den
Gruppen Isacke et al, 1989 und Morand et al, 1995 bestätigt.
Eine zweite Gruppe geht davon aus, daß die Annexin-1-Induktion durch
Glukokortikoide nur in differenzierten Zellen signifikant stattfindet. In den
Artikeln von Solito et al, 1991 und Solito et al, 1992 wird eine Induktion der
mRNA-Expression von Annexin-1 nur in differenzierten U937 Zellen
beobachtet. Browning et al, 1990 zeigte ebenso, daß für eine Induktion
von Annexin-1 eine Differenzierung vorausgehen muß. Außerdem konnte
De Caterina et al, 1993 in der untersuchten Patientengruppe zeigen, daß
eine Behandlung mit Glukokortikoiden zu einem Annexin-1-Anstieg in
Alveolarmakrophagen, nicht jedoch in peripheren Monozyten, führte. Auch
diese Gruppe folgerte hieraus einen Zusammenhang zwischen
Differenzierungsstadium und Induzierbarkeit.
In einer weiteren in vivo Untersuchung zeigte Perretti & Flower 1996 in
Maus-Peritoneal-Makrophagen einen deutlichen Anstieg des Annexin-1-
Gehalts, verglichen mit der Annexin-1-Menge in peripheren Monozyten.
Eine weitere Gruppe postuliert, daß bereits der Vorgang der
Differenzierung zu einer intrazellulären Erhöhung für die Annexin-1-mRNA
bzw. für das Protein führt. So zeigten die Gruppen Solito et al, 1994 und
Kang et al, 1996 in U937 Zellen eine intrazelluläre Steigerung des
Annexin-1-Proteins ebenso wie einen mRNA-Anstieg während der
Differenzierung.
In HL60-Zellen zeigten Sato et al, 1995 weiterhin, daß bei Auslösung der
Differenzierung ein Anstieg der mRNA für Annexin-1 sowie dessen Protein
festzustellen war. Weitere Artikel hierzu wurden von Buckingham & Flower
1997 zusammengefaßt.
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Isacke et al, 1989 beschreiben zudem einen interessanten Aspekt bei der
Differenzierung von U937 Zellen. Hierbei erfolgt eine Steigerung der
Protein- und mRNA-Expression von Annexin-1 zwischen acht und 16 Std.
Dies entspricht der Phase, in der die kultivierten Zellen adhärent werden
und somit ein weiters Differenzierungsstadium erreichen.
Damit wird deutlich, daß auch die Adhärenz der untersuchten Zellen
Einfluß auf die Induzierbarkeit hat. Einen Zusammenhang zwischen
Adhärenz und Expression verschiedener Gene wurde bereits intensiv
untersucht. So berichten Haskill et al, 1988 daß in humanen peripheren
Monozyten die Adhärenz der Differenzierung bzw. Aktivierung vorausgeht.
In vivo entspricht die Adhärenz der Bindung von Monozyten an die
Endothelzellen. Indikator hierfür ist die Produktion von para- bzw.
autokriner Faktoren (TNF a, CSF-1). Die gleiche Arbeitsgruppe berichtete
in Sporn et al, 1990 von weiteren noch nicht identifizierten Genen, deren
Expression nach Adhärenz erhöht wurde. Eine Auflistung von
physiologischen und biochemischen Veränderungen der Monozyten nach
Adhärenz an Plastikoberflächen veröffentlichte Kelley et al, 1986. Hierzu
zählen unter anderem die Vergrößerung der Zellen, die Zunahme des
Proteingehaltes sowie die Phagozytoseaktivität. Außerdem kommt es zu
einer Aktivitätssteigerung mehrerer Enzyme bzw. deren Sekretion.
In vitro entspricht die Endothelzellbindung der Adhärenz von Monozyten
an Plastik- bzw. Glasoberflächen. Perretti et al, 1996 konnte in PMN-
Zellen eine erhöhte Translokation von Annexin-1 an die Zelloberfläche
sowie eine vermehrte Expression in den Zellüberstand bei vorheriger
Adhäsion an Endothelzellen zeigen. In adhärenten humanen Monozyten
zeigten Coméra & Russo-Marie, 1995 eine Induktion der Annexin-1-
Sezernierung nach Aktivierung mit Glukokortikoiden. Im gleichen
Zellkollektiv konnte Goulding et al, 1989 ebenfalls einen Annexin-1-
Proteinanstieg im Zellüberstand zeigen. Der ebenfalls untersuchte
intrazelluläre Annexin-1-Proteingehalt wurde jedoch nicht erhöht. Zum
gleichen Ergebnis kommen Wong et al, 1991 die in murinen primären
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Peritoneal-Makrophagen keinen mRNA-Anstieg feststellen konnten, nach
vorausgegangener 20-stündiger Plastikadhärenz.
Die eigenen Versuche wurden ausschließlich mit nichtadhärenten Zellen
durchgeführt. Bei sämtlichen Inkubationen hatten die Zellen nur Kontakt
zu Teflonoberflächen. Es ist bekannt, daß die oben bereits beschriebenen
Aktivierungsphänomene bei Teflonoberflächen im Vergleich zu
Plastikoberflächen weniger zahlreich sind (Kelley et al, 1987).
Zusammenfassend läßt sich aus den hier beschriebenen Ergebnissen für
humane Monozyten/Makrophagen feststellen, daß Annexin-1 nicht als
Mediator einer antiinflammatorischen Wirkung von Glukokortikoiden
fungiert. Um die voneinander abweichenden Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit und der Literatur zu erklären, könnte die Notwendigkeit eines
weiteren Signals in Ergänzung zu den Glukokortikoiden bestehen.
Adhärenz oder allgemeiner die Induktion der Differenzierung könnte ein
solches zusätzlich benötigtes Signal sein. Daher sollte bei zukünftigen
Untersuchungen das Differenzierungsstadium genau definiert sein.
Zudem ist es für den Vergleich der Ergebnisse einzelner Studien
unabdingbar, die Isolierung der Zellen und die Kulturbedingungen zu
standardisieren, was in der bisher zitierten Literatur leider nicht der Fall ist.
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4.6 Differential-Display-RT-PCR (DDRT-PCR)
Die Verwendung von mRNA in der Differential-Display-RT-PCR-Methode
nach Liang & Pardee, 1992 führte bereits zum Auffinden noch
unbekannter Sequenzen in Monozyten/Makrophagen (Rehli, 1995;
Pietzsch, 1997).
Bei der Untersuchung des ersten DDRT-PCR-Ansatzes zeigten sich
ursprünglich 40 vermeintlich hochregulierte bzw. neu aufgetretene
Genabschnitte. Davon konnten bei einem erneuten Ansatz mit den
gleichen Primerkombinationen 16 hochregulierte Genabschnitte bei der
Induktion durch Glukokortikoide verifiziert werden. Bei den nicht
bestätigten Genabschnitten handelt es sich wahrscheinlich um Artefakte
bzw. falsch positive Banden. Bei vier dieser 16 DNA-Abschnitte ist eine
Klonierung gelungen. Beim Vergleich der erhaltenen Sequenzen mit den
Datenbanken entsprach ein Klon einem Genabschnitt des RM 3/1-
Antigens (Zwadlo, 1985; Zwadlo, 1986; Zwadlo, 1987; Zwadlo-Klarwasser,
1990). Da RM 3/1 nachweislich ein glukokortikoidinduzierbares Gen ist,
belegt dies eindeutig, daß mit Hilfe dieser Methode differentielle Gene,
welche glukokortikoidinduzierbar sind, detektiert werden können.
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5. Zusammenfassung
Der molekulare Wirkungsmechanismus der entzündungshemmenden
Eigenschaften von Glukokortikoiden ist seit vielen Jahren Gegenstand
intensiver Forschung. So konnte man zeigen, daß durch die Bindung der
Glukokortikoide an einen zytosolischen Rezeptor der gebildete Ligand-
Rezeptorkomplex in den Zellkern transloziert wird. Dort kommt es
entweder zur Bindung an spezifische DNA-Promotersequenzen oder zur
Interaktion mit Transkriptionsfaktoren. Beide Vorgänge führen zu
Veränderungen der Transkription bestimmter Gene, unter anderem
solche, die für Proteine kodieren, welche einen Teil der
entzündungshemmenden Wirkungen der Glukokortikoide vermitteln sollen,
wie das Annexin-1. Zur Zeit ist aber noch nicht eindeutig belegt, daß
Glukokortikoide tatsächlich die Transkription von Annexin-1 auslösen.
Dies gilt vor allem für Makrophagen, einem Zelltyp, der wichtige
regulatorische Funktionen in Entzündungen ausübt. Ferner sind bisher nur
ein Bruchteil der Gene bekannt, die spezifisch durch Glukokortikoide
angeschaltet werden.
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluß des
Glukokortikoids Prednyliden auf die Annexin-1-Expression in humanen
Monozyten und deren Kulturen (Makrophagen) untersucht. Als Referenz
für die Glukokortikoidwirkung diente auf mRNA-Ebene die Expression von
Methallothionein-2 und auf Proteinebene die des Makrophagen
spezifischen RM 3/1 Antigens. Im zweiten Teil der Arbeit wurde mit der
Differential-Display-RT-PCR-Methodik nach neuen Genen gesucht, die in
Monozyten/Makrophagen durch Glukokortikoide induziert oder stimuliert
werden.
Northern-Blot-Analysen zeigten, daß Annexin-1-mRNA bereits in
Blutmonozyten vorhanden ist. Nach 24-stündiger Kultivierung nahm die
Annexin-1-mRNA-Expression zu, blieb dann aber über den untersuchten
Zeitraum von elf Tagen konstant. Die Glukokortikoidbehandlung der
Monozyten hatte keinen Einfluß auf die Annexin-1-mRNA-Expression. Im
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Gegensatz dazu wurde die mRNA-Expression von Methallothionein-2
durch Prednyliden nach zwei bis sechs Stunden deutlich stimuliert.
Zytologische Untersuchungen mittels Immunzytochemie und FACSscan-
Analysen ergaben, daß Annexin-1-Protein konstitutiv im Zytoplasma von
Monozyten und Makrophagen auftritt, nicht aber auf der Zelloberfläche.
Auch hier hatte die Glukokortikoidbehandlung keinen Einfluß auf die
Annexin-1-Expression, während die des RM 3/1-Antigens wie erwartet
stark stimuliert wurde. Ferner zeigten Dot-Blot-Analysen von
Zellkulturüberständen, daß Annexin-1 nicht sezerniert wird.
Beim Vergleich der Genexpression von Monozyten, die entweder 15
Stunden ohne oder mit Prednyliden kultiviert wurden, ließen sich unter
Anwendung der Differential-Display-RT-PCR-Technik 16 DNA-Sequenzen
identifizieren, die durch die Glukokortikoidbehandlung hochreguliert
wurden. Von den bisher vier klonierten Sequenzen stellten sich zwei als
zur Zeit unbekannte Gene heraus; eine war homolog mit dem RM 3/1-
Antigen (CD163 Scavenger Rezeptor) und eine andere mit dem Enzym
Katalase.
Unsere Ergebnisse zeigen, daß die Annexin-1-Produktion in humanen
Monozyten und Monozytenkulturen weder auf Genebene noch auf
Proteinebene durch Glukokortikoide reguliert wird. Dadurch wird seine
postulierte Eigenschaft als second messenger Molekül für
entzündungshemmende Wirkungen von Glukokortikoiden zumindest bei
Makrophagen in Frage gestellt. Sie lassen eher darauf schließen, daß
Annexin-1 in diesen Zellen ein konstitutives, zytosolisches Protein
darstellt, dessen Funktion noch geklärt werden muß. Die Ergebnisse
zeigen ferner, daß durch Glukokortikoide in Makrophagen eine Reihe von
Genen angeschaltet oder hochreguliert werden, wobei mit Hilfe der
Differential-Display-RT-PCR-Methodik neben bekannten glukokortikoid-
regulierten Genen wie dem Methallothionein-2 oder dem RM 3/1-CD163-
Scavenger Rezeptor auch neue Gene wie die Katalase und bisher
unbekannte entdeckt werden konnten.
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